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上野 智  
略語リスト 
AH  孵化補助 
ART  高度補助生殖医療 
ATP  アデノシン三リン酸 
BPL  化学流産 
CC  クエン酸クロミフェン 
CP  臨床妊娠 
DNA  デオキシリボ核酸 
EP  子宮外妊娠 
FSH  卵胞刺激ホルモン 
GnRH  ゴナドトロピン放出ホルモン 
HBA  ヒアルロン酸結合試験 
hCG  ヒト胎盤性ゴナドトロピン 
hMG  ヒト閉経後尿性ゴナドトロピン 
HTF  ヒト卵管組成液 
ICM  内部細胞塊 
ICSI  顕微授精 
INTA5  インテグリンα5 
INTB1  インテグリンβ1 
IVF  体外受精 
LB  出産 
LH  黄体化ホルモン 
MET  複数胚移植 
mRNA  メッセンジャーRNA 
MSOME   高倍率運動精子形態評価 
NPV  陰性的中率 
OHSS  卵巣過剰刺激症候群 
PPV  陽性的中率 
RNA  リボ核酸 
SCBT  単一凍結融解胚盤胞移植 
SD  標準偏差 
SET  単一胚移植 
TE  栄養外胚葉 
ZF  透明帯脱出 
ZI  透明帯損傷のない 










助医療（Assisted Reproductive Technology: ART）により、世界中で多くの産児が得られて






から、出生児の約 4.7%、すなわち約 25人に 1人は ARTによって生まれていることになり、
その重要性が増加してきている。 



















 調節卵巣刺激法では、ゴナドトロピン放出ホルモン（Gonadotropin releasing hormone: 
GnRH）アゴニストあるいはGnRHアンタゴニストを使用し、下垂体機能の制御を行う。さらに
ヒト閉経後尿性ゴナドトロピン（human menopausal gonadotropin: hMG）製剤や卵胞刺激ホ
ルモン（Follicle stimulating hormone: FSH）を用いて、人工的に体内のホルモン状態を調
節し、卵胞を発育させる方法である。 
下垂体機能の制御を GnRHアゴニストによって行う方法にはショート法（Frydman et al. 





















を引き起こす卵巣過剰刺激症候群（Ovarian hyperstimulation syndrome: OHSS）になる可能
性がある。 
調節卵巣刺激法には、下垂体機能の制御を GnRHアンタゴニストによって行う方法もある







ことを報告した（Smitz et al. 1988）。このことから、GnRHアンタゴニストの初期胚発生へ
の影響についてさらなる検討が必要と考えられる。 
調節卵巣刺激法の利点としては、採卵のタイミングの調節が正確に行い得ること、また 1




























いため、ARTによる不妊治療を途中でやめる人が非常に少ないとされている（Verberg et al. 
2008）。またCCを用いた低卵巣刺激採卵は、調節卵巣刺激法に比べて費用が安く、OHSSにな
りにくいことなどがすでに報告されている（Sophonstritsuk et al. 2005）。 
低卵巣刺激採卵および調節卵巣刺激法による過剰卵巣刺激にて得られた卵母細胞の質の比
較についていくつか報告がされている。Baartら（Baart et al. 2007）は、低卵巣刺激で獲
得した卵母細胞は、調節刺激周期採卵に比べて正常な核型を持った卵母細胞を獲得できる確











1-2-1.Conventional IVF (C-IVF) 
SteptoeとEdwardsによる世界初のARTからの産児はC-IVFによるものであり、このC-IVF







能の高い精子のみがC-IVFに用いられるよう工夫されている（Henkel et al. 2003）。精子の
受精能の評価法として先体反応の評価（Liu et al. 1994）や精子の卵母細胞への侵入能をテ
ストするハムスターテスト（Yanagimachi et al. 1976）がある。また、精子DNA断片化率を
評価する方法として、アポトーシスによって出来た 3’-OH末端に fluorecein-12-dUTPを取
り込ませることにより、アポトーシス細胞におけるDNAの断片化を測定するTUNEL（Terminal 










1-2-2.Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 
 ヒトにおいても動物種同様、精子を卵母細胞内に直接注入して受精させる方法が試みら
れ、囲卵腔内精子注入法（Ng et al. 1976）で妊娠例が報告された。さらに1992年には、
Palermoら（Palerm et al. 1992）が、精子を卵細胞質内に注入するICSIによって産児を得
ることに初めて成功したことを報告した。その後、無精子症患者において精巣上体精子回収
法や精巣内精子回収法によって得られた精子を用いてのICSIで、妊娠および出産例報告され
た（Craft et al. 1995, Silber et al. 1995）。これによりICSIを用いることで男性因子






その結果ICSIの受精率が向上したと考えられている (Gómez-Torres et al. 2007)。 
また、ICSIに用いる精子の選別方法が数多く報告されている。精子選別法として、磁気ビ
ーズを利用することで精子を選別する方法、透明帯付着精子を用いる方法、成熟精子のヒア
ルロン酸への結合能を利用するHBA 法（Hyaluronic Binding Assay）、高倍率で精子の形態
を観察して精子頭部の空胞や頸部の正常性を確認するMSOME法（The motile sperm organelle 
morphology examination）などが報告されており、これらの精子選択方法を用いた臨床研究
では流産率の低下や胚盤胞発生率の向上などが報告されている（Berkovitz et al. 2005, 













ことが多くなっており、ARTの中心的な役割を担いつつある（US National Center for Chronic 




いたWhitten培養液(Whitten et al. 1968)、Earle’s培養液(Menezo et al. 1985)、BWW培
養液(Fukuda et al. 1987)などが使用されていた。その後、Quinnらがヒトの卵管液組成を
元にして、組成が単純で成績の安定したHuman Tubal Fluid（HTF）培養液を開発し、広く使
われるようになった（Quinn et al. 1985）。 
ARTによる不妊治療が開始された当初、胚の体外培養は初期分割期までに限定されており、
胚盤胞期までの培養は不可能もしくは発生率が非常に低かった（Steptoe et al. 1971）。ヒ
トでは胚性ゲノムの活性化は4－8細胞期で起こるといわれ（Braude et al. 1988）、特に利
用されるエネルギー源として、胚性ゲノム活性化以前の胚はピルビン酸を、その後はグルコ
ースに変化することが知られている（Gardner et al. 1996）。この変化に対応した組成の培
養液を段階的に使用することで、胚盤胞までの発生率が改善され、胚盤胞期の胚移植の臨床
応用が可能となった（Gardner et al. 1997）。胚の代謝の変化に対応した組成の培養液を段
階的に使用する、連続型培養液が各社から市販されている。さらに単一の培養液を用いるこ
とで培地の交換を必要としないsingle step培養液も市販されており、体外発生における各
種培養液の比較検討が行われている（Schwarzer et al. 2012）。また、培養液の違いが産児










ヒトでは、1983年にTrounsonとMohr（Trounson & Mohr 1983）らによって初めて凍結融
解胚（8細胞期胚）の移植による妊娠、出産例が報告された。さらに1985年には、凍結保存








（Saragusty & Arav 2011） 
2001年にMukaidaら（Mukaida et al. 2001）によって、ガラス化保存を行ったヒト胚盤胞
から産児が得られた。それ以降多くのヒト胚盤胞のガラス化保存に関する報告がされ、現在
では多くの施設が胚盤胞期においてガラス化保存し、融解胚移植を行うことで良好な結果を
得ている（Kuwayama 2006, Osada et al. 2003, Reed et al. 2002, Stehlik et al. 2005, 
Takahashi et al. 2005）。   
前述の様に現在、卵母細胞および胚の凍結保存は主にガラス化法を用いて行われ、様々な




al. 2004, Vanderzwalmen et al. 2002）やピペッティングによる機械的な方法（Mukaida et 
al. 2006）などが報告されている。これらの方法を用いることで、胞胚腔のサイズが大きい
拡張期胚盤胞や孵化胚盤胞の生存率を上げることができる。 
近年、ブタ卵母細胞にて凍結保存を行う前に静水圧で前処理を行う方法（Pribenszky et al. 
2008）、ブタ胚において中空糸をデバイスとして用いた中空糸ガラス化法（Maehara et al. 














る。よって、分割胚移植に比べると、胚移植ができない割合が高い（Johnson et al. 2007）。
しかしながら、胚盤胞移植は分割胚移植に比べて、臨床妊娠率及び出産率が高いこと（Gardner 
et al 1998, Glujovsky et al. 2012）、胚移植後の着床までの時間が分割期胚移植の場合に
比べて短いため子宮外妊娠の発生率が低いこと（Fang et al. 2015）が報告されており、そ
の臨床上の有用性は、高いと言える。 
 移植胚の個数の違い、すなわち単一胚移植（Single embryo transfer: SET）あるいは複数
胚移植（Multiple embryo transfer: MET）の選択も胚移植の結果に影響する要因である。MET
の利点として胚移植あたりの妊娠率がSETに比べると高いことが上げられる。しかしながら、
同時に母子ともにリスクが高い多胎妊娠の割合もSETに比べると約 5倍に増加することが報
告されている（McLernon et al. 2010）。さらにSETを２回行った場合と2個胚移植を1回行













（Shapiro et al. 2011）。一方、凍結融解胚移植では、胚の凍結保存中に患者の子宮内膜環
境を着床に向けて整えることができる。そのため子宮内環境として新鮮胚移植よりも優れた
条件を満たす場合が多いと考えられる。実際に凍結胚移植の臨床成績は新鮮胚移植よりも良



















では、多胎妊娠率が有意に増加することが報告されている（Thurin et al. 2004）。よって、






















































































































































受精が確認された胚は、SAGE Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Medium（ORIGIO, 
Denmark）の小滴（20μl）中で2日間培養を行った。3日目以降は、SAGE Quinn’s Advantage 





2-3-5. ガラス化保存及び融解  















































77％, P=1.0）、分割率(75％ vs. 75％, P=1.0)、胚盤胞発生率(39％ vs. 32％, P=0.11)及び










解胚盤胞移植の結果を比較した。その結果、融解胚盤胞移植後の臨床妊娠率（37％ vs. 44％, 
P=0.59）及び産児率（37％ vs. 36％, P=0.96）において有意差は見られなかった。 
ZF卵母細胞由来群及び ZI卵母細胞由来群からそれぞれ計 9名と 17名の産児が得られた。



























































































ができる(Thurin et al. 2004, Shapiro et al. 2011, Glujovsky et al. 2012, Roque et 
al. 2013) 。 
胚盤胞が透明帯から脱出することは、着床するために必要不可欠なステップである。胚盤
胞の透明帯脱出は、胞胚腔の増大 (Bergstrom et al. 1972, Surani et al. 1975, Lopata 
et al. 1989)、胚から分泌されるプロテアーゼ様の因子(Denker et al. 1979, Perona et 
al. 1986, Menino et al. 1987)および子宮から分泌されるzona lysinによって促進される
(Joshi et al. 1974, Gonzales et al. 1995)。 
卵母細胞および胚の透明帯は、凍結融解の過程で硬化が起こる。その結果、胚盤胞が、透
明帯からの脱出不全を起こすことが報告されている(Vincent et al. 1990, Cohen 1991, 




よって起きる(Vincent et al. 1990, Cohen 1991)。 凍結保存法の一つであるガラス化保存
法を行う際にも、ヒト卵母細胞において表層顆粒の減少が起きることが報告されている
（Bianchi et al. 2014）。また、げっ歯類の卵母細胞では、ガラス化保存する際にカルシウ
ム無添加の培地を使用することによって、精子の透明帯通過率が改善することが報告されて




れている(Larman et al. 2006, Fujiwara et al. 2010)。この透明帯脱出不全はアシステッ
ドハッチング（Assisted Hatching: AH）を行うことによって、改善することができる。実
際にこれまで、凍結融解胚移植の施行前にAHを行うことによる、臨床成績の改善が報告さ
れている(Check et al. 1996, Vanderzwalmen et al. 2003, Martins et al. 2011)。 
近年、赤外線ダイオードレーザーを用いたAH（laser assisted hatching: LAH）が多く
の体外受精を行う施設で用いられており、AHの方法の中で主流になっている。LAHを用い
て、透明帯の部分除去や透明帯の菲薄化をすることによって胚移植後の臨床妊娠率が改善す
















dishを用いたoutgrowth assayがある(Schultz et al. 1995)。In vivoにおける胚盤胞の
子宮内膜への接着には、細胞外基質の受容体として働くインテグリンが子宮内膜および胚盤
胞の両方で発現し、それらが相互作用することが必要である(Kaneko et al. 2013)。インテ
グリンの発現が子宮内膜で増大すると、TEにおけるインテグリンの発現も増大する。その
結果、胚盤胞が子宮内膜上の細胞接着因子であるフィブロネクチンへの接着能を獲得し、着





















承諾を得ている(IRB approval number: 14-19, 承認日：2014年9月2日)。提供された6
日目凍結胚盤胞を融解前に、透明帯部分除去群（Partial群, n=79）と透明帯完全除去群





















た。接着までに要した時間は、タイムラプス動画を用いて調べた。 Outgrowth 面積は、NIS 




















を行なった(図3-2 A,B)。LAHは、レーザーシステム(Wavelength: 1.48 µm, OCTAX laser 






3-3-2.胚盤胞のoutgrowth assayおよびtime-lapse imaging 
胚盤胞のoutgrowth assayは、Greenらの方法に準じて行った（Green et al 2015）。
12ウェルdishes (GPS® Dishware, Life Global, Ljubljana, Slovenia)に10 μg/ml フィ
ブロネクチン(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)をコーティングし、4℃下で一晩静置し
た。その後、20 μlの Quinn’s Advantage Protein Plus blastocyst medium with 
insulin (ORIGIO) をそれぞれのウェルに加え、ミネラルオイルで覆った。 
LAHを行なった胚盤胞をそれぞれ個別にウェルの中に入れ、リアルタイム受精卵観察シ
ステム搭載の無加湿型インキュベーター(CCM-iBIS, Astec, Japan)にて96時間胚培養を行
なった。培養環境は、37ºC 5% O2, 5% CO2, and 90% N2の気相条件で行なった。画像は、15
分ごとに10箇所の焦平面を撮影した。撮影した画像からイメージングｿﾌﾄ(Phototune, 




Cells-to-cDNATMII Kit (4399002, Thermo Fisher Scientific, USA)を用いた。また、
Cells-to-cDNATMII Kitに推奨された手法に準じてRNA抽出を行った。すなわち、氷上にお
いた0.2 mlのPCR チューブに5 µlずつCell Lysis II Bufferを分注し、各々のチューブ
に対し、回収した胚を加えた。尚、加えた液量は0.1% PVA-PBSと胚を含めて約0.5 µlとし
た。チューブをすばやく75℃で10分間処理し、細胞を溶解させると共に各種のRNaseを不
活性化した。その後チューブを氷上におき、最終濃度が0.04 U / µl になるように0.44 U 
/ µl DNase Iを0.5 µl加え、穏やかに混合し遠心した。尚、DNase Iは予め2 U / µl 
DNase IをCell Lysis II Bufferにて希釈し0.44 U / µlとした。DNase Iの反応は37℃
で15分間行い、完全にゲノムDNAを分解した。その後、75℃で5分間処理し、DNaseを不
活性化した。得られたRNAを含む細胞溶解物は直ちに逆転写反応に用いた。5.5 µlのRNA
を含む細胞溶解物の入ったチューブにdNTP Mix、およびOligo (dT)18 Primersをそれぞれ
2.2 µlおよび1.1 µlずつ加え、穏やかに混合し遠心した。その後、RNAの二次構造を変性
させるため70℃で3分間処理した。氷上に1分間静置した後、1.1 µlの10×RT buffer、
0.55 µlのM-MLV Reverse Transcriptase、0.55 µlのRNase inhibitorを加え、穏やかに
混合し、遠心した。42℃で60分間逆転写反応を行い、95℃で10分間処理し、逆転写酵素を
不活性化させた。得られたcDNAは-30℃で保存した 
Real-time RT-PCRにはTaqMan® Gene Expression assays（Applied Biosystems, USA）お
よびTaqMan® Fast Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems）を使用し、その方法
に準じてStepOnePlus™ Real-time PCR System（Applied Biosystems）で行った。INTGA5の
プライマーとしてTaqMan® Gene Expression assays Hs01547673_m1、INTGB1のプライマーと
してTaqMan® Gene Expression assays Hs00559595_m1を用いた。TaqMan® Fast Universal 
PCR Master Mix 10 µl、TaqMan® Gene Expression assays 1 µl、Nuclease-free water 7 
µl、cDNAサンプル2 µlを混合し、MicroAmp Opitical Adhesive Cover Compression Pad 
(Applied Biosystems) に添加後、MicroAmp® Opitical 96-Well Reaction PlateとMicroAmp 
Opitical Adhesive Covers (Applied Biosystems) を密着させた。PCRサイクルは95℃で15
分間処理することでHotStarTaq DNA Polymeraseを活性化させた後、94℃―15秒、57℃―30
秒、72℃―35秒の処理を45サイクル繰り返した。内在性コントロールとしてH2A histone 


































Intact群に比べて、各経過時間において有意に高かった（24h：16%, 4%, 0%, 36h：46%, 






ぞれ44.6 ± 2.9 h (n = 30), 36.2 ± 2.2 h (n = 40) 48.4 ± 2.5 h (n = 3)であり、
Complete群とPartial群の間に有意な差が生じた(P < 0.05; 図3-3B)。 
Outgrowth面積は、Complete群、Partial群およびIntact群において、3.5 × 105 
μm2(n = 30), 2.1 × 105 μm2（n = 40）であり、Complete群とPartial群の間に有意な差
が生じた (図3-3C)。 
Outgrowth速度は、Complete群、Partial群およびIntact群において、4.7 × 103 











れた。しかし、そのITG5のmRNA発現量は、Complete群よりも有意に低かった (P < 
0.05)。Complete群におけるITGB1のmRNA発現量は、LAH後12時間まで有意な増加が認め








が接着した F) 接着した細胞が伸長していく。 
  
図3-2. 凍結融解胚盤胞におけるアシステッドハッチング 
A)融解後の胚盤胞 B)高浸透圧液への曝露とピペッティングにより、収縮した胚盤胞 C) レ
ーザーシステムを用いた透明帯の部分除去 D and E) ピペッティングによる透明帯の完全
除去 F) 透明帯を完全除去した胚盤胞 
矢印：胚盤胞 スケールバー： 100 μm.
 図3-3. アシステッドハッチング後の胚盤胞の接着率、接着に要した時間およびoutgrowth
速度 
A) AH後、0, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 96 時間における胚盤胞の累積接着率 *は、それぞ
れの群間において有意差があることを示す (P < 0.05)。B) 培養開始から接着までに要し
た時間 C) 胚盤胞のoutgrowth速度 D）AH後96時間におけるoutgrowth area B-D) 異符号




 図3-4. アシステッドハッチング後の胚盤胞におけるインテグリンmRNAの発現量の 
比較 
A) アシステッドハッチング後の胚盤胞におけるITGA5のmRNA 発現量B) アシステッドハッ
チング後の胚盤胞におけるITGB1のmRNA 発現量 
グラフは平均値±標準誤差を示す。異符号間において、有意差があることを示す (P < 
0.05)。 
  
図3-5. 透明帯の部分除去群における透明帯からの脱出不全とその後の胚の死滅  
A) 透明帯部分除去後に再拡張を確認 B) 孵化中胚盤胞 C及びD) 一時的な胚盤胞の孵化 透
明帯の内側とTEにわずかではあるがつながりが確認できるE) 孵化した胚盤胞の一部が退
行してきたF）孵化胚盤胞が完全に退行し、透明帯内に戻った  














al. 1990, Cohen 1991, Manna et al. 2001, Ko et al. 2008。 本検討においても、Intact
群において90％の胚盤胞が透明帯脱出不全を起こしていた。さらに、これまでの報告







と分化し、子宮内へと侵入し、着床する(Wang et al. 2003)。胚盤胞のoutgrowth assay
は、この過程を模したものであり、胚の子宮への着床能を反映させることができる方法であ



































































時の発生段階が進んだ胚ほど臨床妊娠率が高い傾向があることが報告されている（Ray et al. 




































































4-3-1. 胚盤胞の観察、凍結保存、融解及び評価法  
 胚の観察は、媒精後5日目、6日目の朝、昼、夕方と7日目の朝の計7回を行った。胚の観
察には、倒立顕微鏡（IX-71, Olympus, Japan）を用いて行い、胚盤胞の内径の計測には、OCTAX 


























0.05）。一方、120-129 hr、130-139 hr、140-149 hrの３グループ間の臨床妊娠率には有意差
が認められなかった。この結果は、出産率の比較においても同様であった。 
35-39歳群における臨床妊娠率では119 hr以下グループは他の胚盤胞形成時間グループに
比べて、有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。また、120-129 hrグループの臨床妊娠率
が130-139 hrグループに比べて有意に低い結果となった（P < 0.05）。同様に出産率の比較
を行った結果、119 hr以下グループは他の胚盤胞形成時間グループに比べて、有意に出産率
が高かった（P < 0.05）。120-129 hr、130-139 hr、140-149 hrの３グループ間の出産率に有
意差は認められなかった。 
40-44歳群では、119 hr以下グループは他の胚盤胞形成時間グループに比べて、有意に臨











ために、各拡張期胚盤胞形成時間における臨床妊娠率と出産率を比較した  （表.4-2）。 
30-34歳群では、拡張期胚盤胞形成時間の短い2グループ（119 hr以下グループおよび120-
129 hrグループ）は、他のより長い3グループ（130-139 hr、140-149および150 hr以上）
に比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。さらに130-139 hrグループは140-149 
hr、150以上の２グループに比べて、有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。また、119 hr
以下グループと120-129 hrグループ間、140-149 hrグループと150 hr以上グループ間に有
意差は認められなかった。この結果は、出産率においても同様であった。 
35-39歳群では、拡張期胚盤胞形成時間の短い2グループ（119 hr以下グループおよび120-
129 hrグループ）は、他のより長い3グループ（130-139 hr、140-149および150 hr以上）
に比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。さらに130-139 hrグループは140-149 
hr、150以上の２グループに比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。また、140hr-
149hrグループは150 hr以上グループに比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。
119 hr以下グループと120-129 hrグループ間、140-149 hrグループと150 hr以上グループ
間に有意差は認められなかった。この結果は、出産率においても同様であった。 
40-44歳群において、拡張期胚盤胞形成時間の短い2グループ（119 hr以下グループおよ
び120-129 hrグループ）は、他のより長い3グループ（130-139 hr、140-149および150 hr
以上）に比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。さらに130-139 hrグループは140-
149 hr、150以上の２グループに比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。また、
140hr-149hrグループは 150 hr以上グループに比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 
0.05）。119 hr以下グループと120-129 hrグループ間、140-149 hrグループと150 hr以上
グループ間に有意差は認められなかった。出産率では、119 hr以下グループと120-129 hrグ
ループは130-139 hr、140-149、150 hr以上の３グループに比べて有意に出産率が高かった
（P < 0.05）。また、130-139 hrグループと140-149 hrグループは150 hr以上グループに
比べて有意に出産率が高かった（P < 0.05）。119 hr以下グループと120-129 hrグループ間、












た（P < 0.05）。さらに20-29 hrグループは30以上グループに比べて、有意に臨床妊娠率が
高かった（P < 0.05）。また、0-9 hrグループと10-19 hrグループ間の臨床妊娠率に有意差
は認められなかった。この結果は、出産率においても同様であった。 
35-39歳群では、最も胚盤胞の拡張時間が短いグループ（0-9 hrグループ）は他のグルー
プ（10-19 hr、20-29 hr、30 hr以上）に比べて有意に臨床妊娠率が高かった（P < 0.05）。
さらに10-19 hrグループは20-29 hr、30以上の２グループに比べて有意に臨床妊娠率が高
かった（P < 0.05）。また、20-29 hrグループは30 hr以上グループに比べて有意に臨床妊
娠率が高かった（P < 0.05）。この結果は、出産率においても同様であった。 
40-44歳群では、胚盤胞の拡張時間が短いグループ（0-9 hrグループおよび10-19 hrグル
ープ）は、長いグループ（20-29 hrおよび30 hr以上）に比べて有意に臨床妊娠率が高かっ
た（P < 0.05）。さらに20-29 hrグループは30以上グループに比べて、有意に臨床妊娠率が



















   
媒精～胚盤胞形成（hr） 
119以下 120-129 130-139 140-149 
CPR 
30-34歳群 
58.7% a 40.0% b 46.1% b 46.70% b 
(518/882) (56/140) (71/154) (28/60) 
35-39歳群 
51.1% a 36.9% b 44.2% c 41.1% bc 
(1157/2262) (137/371) (207/468) (62/151) 
40-44歳群 
33.5% a 24.2% b 26.4% b 19.9% b 
(706/2106) (100/413) (130/493) (33/166) 
LBR 
30-34歳群 
51.8% a 35.0% b 38.3% b 36.7% b 
(457/882) (49/140) (59/154) (22/60) 
35-39歳群 
40.8% a 25.9% b 32.1% c 30.5% b 
(924/2262) (96/371) (150/468) (46/151) 
40-44歳群 
20.0% a 14.8% b 14.6% b 9.7% b 
(421/2106) (61/413) (72/493) (16/166) 
表4-2.媒精から拡張期胚盤胞形成までに要した時間ごとの臨床妊娠率および出産率 









  119以下 120-129 130-139 140-149 150以上 
CPR 
30-34歳群 
66.4% a 66.7% a 53.8% b 37.5% c 24.0% c 
(305/459) (126/189) (86/160) (153/408) (6/25) 
35-39歳群 
59.7% a 56.9% a 44.5% b 36.0% c 23.1% d 
(573/960) (373/656) (189/425) (413/1147) (15/65) 
40-44歳群 
42.6% a 39.5% a 27.2% b 21.8% c 10.1% d 
(338/793) (220/557) (113/415) (292/1341) (8/79) 
LBR 
30-34歳群 
61.4% a 56.6% a 44.4% b 30.4% c 20.0% c 
(282/459) (107/189) (71/160) (124/408) (5/25) 
35-39歳群 
48.6% a 46.6% a 32.5% b 25.8% c 13.8% d 
(467/960) (306/656) (138/425) (296/1147) (9/65) 
40-44歳群 
26.9% a 22.6% a 15.4% b 12.2% b 6.3% c 
(213/793) (126/557) (64/415) (163/1341) (5/79) 
表4-3.拡張時間ごとの臨床妊娠率および出産率 
*CPR：臨床妊娠率 LBR：出産率 各年齢群において、異符号間で有意差あり（P < 0.05） 
 
  
   
拡張時間（hr） 
0-9 10-19 20-29 30以上 
CPR 
30-34歳群 
62.5% a 57.4% a 39.2% b 21.7% c 
(445/712) (113/197) (103/263) (15/69) 
35-39歳群 
55.2% a 48.8% b 34.5% c 24.9% d 
(1051/1905) (225/461) (240/696) (47/189) 
40-44歳群 
36.3% a 31.4% a 23.0% b 12.5% c 
(637/1754) (123/392) (178/774) (33/265) 
LBR 
30-34歳群 
55.1% a 52.3% a 30.8% b 18.8% c 
(392/712) (103/197) (81/263) (13/69) 
35-39歳群 
43.8% a 38.2% b 25.4% c 15.3% d 
(834/1905) (176/461) (177/696) (29/189) 
40-44歳群 
21.3% a 17.6% a 14.9% b 5.3% c 





















産生量の多い胚は、その後の胚発生も良好であることが報告されている（Van Blerkom et al. 









































の弛緩を行うリラキシンなどのいくつかのホルモンが使われている（Witt et al. 1990, 
Hahlin et al. 1991）。その中でも、Human chorionic gonadotropin (hCG)のサブユニットで
あるβ-hCGは、妊娠予後の推定において最も古くから使用されており、多くの報告でその有
用性が示されている（Confino et al. 1986, Dor et al. 1988, Heiner et al. 1992, 
Pearlstone et al. 1992）。ΒhCGは栄養外胚葉によって産生され、子宮内膜の増殖及び脱落
膜への分化、黄体維持、プロジェステロンの産生、合胞体性栄養膜の形成など着床期と初期
の妊娠維持に重要な役割を果たしている（Yang et al. 2003, Ticconi et al. 2007, Licht 
et al. 2007, Cole et al. 2010）。体外受精を行う多くの施設で、尿中もしくは血中のβhCG
濃度が妊娠の指標として使用されており、妊娠後継続してβhCG値を測ることにより、多胎妊
娠、子宮外妊娠や流産の推定を行うことも可能である（Alam et al. 1999, Urbancsek et al. 
2002）。しかしながら、血中βhCGは、採卵時の卵母細胞成熟のトリガーとして使用した hCG
の残存による偽陽性反応がでてしまうことやその検出感度から胚盤胞移植では移植後 9-12
日目、初期分割期胚移植では移植後 12-14日目に測定されてきた（Bjercke et al. 1999, 
Poikkeus et al. 2002）。それ故、妊娠予後の推定までに時間がかかり、なるべく早期にすべ
き次の治療方針決定が遅くなりがちであった。 
近年、hCGの測定機器が進歩したことにより、胚移植後早期の血中βhCG値による妊娠予後




る（Urbancsek et al. 2002）。また、外因性のhCGは、注射後7-11日間は体内に残ると言わ





































  検討 3では、母体年齢とそれぞれの初期βhCG値に関連性を調べることを目的とし、各
母体年齢群における子宮外妊娠または化学流産となった症例の初期βhCG値を解析した。子
宮外妊娠（Ectopic pregnancy: EP区）および化学流産（βhCG値が1.0 mIU/ml以上測定さ



























































































*コクランアーミテージ傾向検定, 異符号間で有意差あり（年齢群間, P < 0.05） 
Β-hCG： β-human chorionic gonadotropin; CPR(clinical pregnancy rate)：臨床
妊娠率; LBR (live birth rate)：出産率 
 
  グループ 
SCBT後7日目のβhCG値 (mIU/ml) 
P* 




1.8%a 18.4%a 41.8%a 67.2%a 83.7%a 93.7%a 97.4%a 98.1%a 98.4%a 98.5%a P < 
0.05 (5/271) (40/217) (155/371) (270/402) (340/406) (402/429) (455/467) (411/419) (305/310) (532/540) 
35-39歳
群 
2.4%b 10.7%b 34.3%b 64.1%b 84.9%a 91.5%a 95.9%ab 97.9%a 97.8%a 99.0%a P < 
0.05 (15/622) (45/422) (232/676) (442/690) (567/668) (653/714) (662/690) (607/620) (491/502) (908/917) 
40-44歳
群 
1.2%ab 7.0%c 26.5%c 55.4%c 76.5%b 87.5%b 94.0%b 96.7%a 94.6%a 98.2%a P < 




1.5%a 10.6%a 26.1%a 50.0%a 64.5%a 79.3%a 84.8%a 87.1%a 87.4%a 93.7%a P < 
0.05 (4/271) (23/217) (97/371) (201/402) (262/406) (340/429) (396/467) (365/419) (271/310) (506/540) 
35-39歳
群 
0.8%a 3.6%b 17.2%b 39.0%b 59.4%a 66.8%b 75.7%b 82.6%b 84.3%b 87.9%b P < 
0.05 (5/622) (15/422) (116/676) (269/690) (397/668) (477/714) (522/690) (512/620) (423/502) (806/917) 
40-44歳
群 
0.6%a 1.5%c 9.5%c 20.8%c 30.5%b 47.6%c 58.1%c 66.3%c 64.3%c 76.2%c P < 























30-34歳群 0.817  0.858  0.913  0.951  0.972  0.981  0.983  
35-39歳群 0.781  0.833  0.902  0.946  0.965  0.978  0.984  
40—44歳群 0.654  0.739  0.845  0.905  0.940  0.960  0.968  
NPV 
30-34歳群 0.982  0.908  0.767  0.627  0.514  0.422  0.349  
35-39歳群 0.976  0.943  0.830  0.695  0.577  0.485  0.416  
40—44歳群 0.988  0.964  0.887  0.797  0.703  0.626  0.561  
Youden's 
Index 
30-34歳群 0.288  0.468  0.650  0.701*  0.657  0.548  0.405  
35-39歳群 0.316  0.505  0.689  0.724*  0.654  0.545  0.417  
40—44歳群 0.343  0.553  0.710*  0.710*  0.623  0.503  0.362  
*：各年齢群でもっともYouden’s indexが高値 
Β-hCG, β-human chorionic gonadotropin; SCBT (single cryopreserved-thawed 
blastocyst transfer)：単一凍結融解胚盤胞移植; PPV (positive predictive 






















30-34歳群 0.691  0.729  0.787  0.832  0.867  0.886  0.900  
35-39歳群 0.600  0.643  0.709  0.763  0.796  0.829  0.854  
40—44歳群 0.372  0.424  0.497  0.557  0.621  0.665  0.700  
NPV 
30-34歳群 0.985  0.945  0.856  0.742  0.648  0.558  0.484  
35-39歳群 0.992  0.981  0.921  0.832  0.739  0.663  0.598  
40—44歳群 0.994  0.990  0.961  0.927  0.888  0.839  0.791  
Youden's 
Index 
30-34歳群 0.194  0.326  0.487  0.553*  0.552  0.479  0.370  
35-39歳群 0.206  0.338  0.493  0.559*  0.538  0.482  0.391  
40—44歳群 0.224  0.374  0.510  0.561  0.565*  0.496  0.385  
*：各年齢群でもっともYouden’s indexが高値 
Β-hCG, β-human chorionic gonadotropin; SCBT (single cryopreserved-thawed 
blastocyst transfer)：単一凍結融解胚盤胞移植; PPV (positive predictive 




平均βhCG値± SD (range) p 値                                 
(臨床妊娠との比較) All 30-34歳群 35-39歳群 40-44歳群 
生産 (LB, 7,342) 
61.1 ± 27.6   
(1.3–210.2) 
59.9 ± 27.2  
(3.2–186.6) 
61.8 ± 27.8    
(2.7–198.0) 
61.3± 27.6    
(1.3–210.2) 
< 0.05 
化学流産 (BPL, 1,522) 
28.7 ± 17.9   
(2.1–84.6) 
29.0 ± 21.4  
(2.1–84.6) 
28.2 ± 16.7    
(7.4–83.5) 
29.2± 16.7    
(2.1–72.8) 
< 0.05 
子宮外妊娠 (EP, 52) 
14.2 ± 12.9   
(1.6–55.5) 
6.6 ± 6.5     
(1.6–23.1)a 
14.2± 11.9    
(1.6–42.9)b 
18.9± 15.3    
(1.9–55.5)b 
< 0.05 
臨床妊娠 (CP, 9,883) 
57.0 ± 27.6   
(1.1–156.0) 
57.4 ± 27.3  
(3.0–186.6)a 
57.9 ± 28.0   
(1.1–198.0)a 
54.5 ± 27.3   
(1.3–210.2)b 
- 
異符号間で有意差あり (P < 0.05) 
Β-hCG：β-human chorionic gonadotropin;  





















なりやすく、着床に至らないことが多いことを報告している（Van den Abbeel et al. 2013）。
さらにAlfarawatiらは胚盤胞の形態的評価が低グレードの場合、その胚の染色体異常率が高





くなることが示された。染色体の異常率は母体年齢が上がると上昇すること（Liu et al. 2012）
が知られており、加えて妊娠初期（16週まで）に起こる自然流産の多くは胚の染色体異常が









 また、本研究では BPLもしくは EPとなった症例の SCBT後 7日目のβhCG値は臨床妊娠に
至った症例よりも有意に低いことが示された。よって、早期の βhCG値が低い場合は BPLも
しくは EPを疑うことも必要である。同様のことが分割胚移植において報告されている





























誕生した 47,322人のうち 77％にあたる 36,579人が凍結胚移植から誕生している。これは、
近年の凍結融解技術の進歩により、凍結胚の生存性が向上したことから、凍結胚移植が行わ
れる場合が多くなったからである（Cobo et al. 2012）。凍結胚移植に用いる胚のステージは、
分割期よりも、より発生段階が進んだ胚盤胞が良いと考えられる。なぜならば、移植後の妊











（Shapiro et al. 2011, Shapiro et al. 2014）。特に、新鮮胚盤胞移植で臨床妊娠に至らな
かった症例は、次周期以降に同様に新鮮胚盤胞移植を行った場合、その臨床妊娠率は低いこ




ため子宮内で移動しにくいこと（Chang et al. 2010）や胚盤胞の着床までの時間が短いため
胚の移動が起こるに着床すること（Ishihara et al. 2011）、また、新鮮胚移植よりも着床環











前のAHの施行が有用であると報告された（Mansour et al. 2000, Valojerdi et al. 2008, 
Carney et al. 2012）。しかしながら、AHの有効性に対して、否定的な報告もあった（Sifer 






















コンドリアの呼吸量を測定し、胚の評価に用いる方法（Goto et al. 2010）、細胞によって代
謝される分子を解析し、胚の評価を行うメタボローム解析（Hardarson et al. 2012）などが
ある。胚の呼吸量の測定やメタボローム解析による評価は、すでにヒトにおいて、胚移植後
の妊娠率と相関関係が得られており、その有用性が証明されている（Goto et al. 2010, 












とができるホルモンは、リラキシン（Whitt et al. 1990）やプロジェステロン（Hahlin et 
al. 1991）、β-hCG（Confino et al. 2012）などが報告されている。これらの中で、βhCGが
臨床上の有用性がもっとも多く報告されている。 
これまでにβhCGを測定することによって、臨床妊娠および出産だけでなく流産や子宮外
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